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研究成果の概要（和文）：これまで技術的に難しかった実際のヒトプラークを用いた代謝活性測定手法を確立し
た。その結果、採取部位間、個人間などにより、その代謝活性が大きく異なることが示唆され、ヒトプラークバ
イオフィルムの病原性を探る研究においては、これらの変動を考慮した上で評価する必要があることが示唆され
た。また、本手法は、糖だけではなくアミノ酸など様々な基質由来の代謝活性を測定可能であるが、同時にプラ
ーク内のアミノ酸代謝に関するメタボローム解析手法も確立し、今後のプラーク代謝研究に新視点を与える成果
を得られた。

研究成果の概要（英文）：The measurement of the metabolic activity using real human dental plaque has
 been limited by the technical difficulties. In this study, I established the new method for the 
measurement. As a result, it was suggested that the metabolism activity was various among 
individuals, the sample collection part. These results suggested that these variations should be 
considered for the evaluation of the pathogenicity related to the metabolic activity. In addition, 
this technique can measure the metabolic activity derived from various substrates including sugars, 
amino acids. Also, I established the metabolomics technique using human dental plaque. These new 
methods established in this study give a new viewpoint to the metabolism study of human dental 
plaque in future.

研究分野： 口腔生化学、予防歯科学
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１．研究開始当初の背景 
 
齲蝕、歯周炎、口臭などの口腔疾患や誤嚥

性肺炎は、プラーク細菌によって引き起こさ
れるため、プラークの病原性に関する研究が
これまで多数なされてきた。 
しかしその多くは、プラーク構成細菌の種

類や量についての研究、すなわち、「何がど
れだけいるか？」に主眼を置いたものが主で
あり、実際に疾患の発症や進行に関わるプラ
ークの代謝活性、すなわち、「どのような代
謝をどのくらい活発にしているのか？」につ
いての研究はほとんど行われていない。 
 その理由として、実際のプラークの代謝活
性を簡便に評価する方法がないことが挙げ
られる。細菌の代謝活性評価法としては、酸
産生量をモニターする pH stat 法があるが、
歯周炎関連菌など酸を産生しない細菌の代
謝活性は測定できない。また、測定には多量
の細菌が必要となるため、採取量に限りがあ
るプラークへの応用は困難である。そのため、
少量のプラークを用いて、その代謝活性を簡
便かつリアルタイムに測定する方法の開発
が不可欠であった。 
  近年、我々は、細菌の代謝活性に伴い産生
される還元力を蛍光色素 resazurin を用いて
モニターすることで、酸を産生しない歯周炎
関連菌を含めた種々の口腔細菌の代謝活性
を測定できる新たなリアルタイム代謝活性
測定法の確立を模索中である。 
そこで本研究では、この手法を応用し、微

量プラークの代謝活性測定法を確立するこ
とに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
齲蝕や歯周炎はプラーク細菌叢によって

生ずる。これまでプラーク構成細菌の種類や
量については広く研究されてきたが、発症や
進行に直接関わるプラーク代謝活性につい
ては殆ど行われていない。代謝活性測定法と
して、酸産生量をモニターする pH stat 法が
あるが、酸産生以外の代謝活性は測定できず、
また多量の細菌を要するためプラークへの
応用も困難であった。一方、我々は、代謝に
伴い産生される還元力を蛍光色素 resazurin
でモニターすることで、酸を産生しない歯周
炎関連菌を含めた種々の口腔細菌の代謝活
性を測定しうるリアルタイム代謝活性測定
法を確立した。そこで本研究では、(1) 本手
法を応用して微量プラーク代謝活性測定法
を確立することを目的とする。さらに、(2) 各
種抗菌性薬剤などの効果をプラーク代謝抑
制効果という視点から評価するとともに、(3) 
CE-TOFMS を用いたメタボローム解析を併
用することでプラーク全体の代謝機構およ
びその抑制機構の解明に取り組むことを目
的とした。 
 

３．研究の方法 
 
(１) 被験者からのヒトプラーク採取方法の

確立 
 

プラークの採取は、十分な説明を受け同意
書に署名をした被験者より、口腔内の各種部
位（平滑面と隣接面、前歯部と臼歯部、舌苔
など）より滅菌器具を用いて採取した。 
 
(２) プラークの代謝活性測定法の確立  

（最適な実験条件の検討） 
 

これまで培養細菌を対象として確立して
きた従来法では、一定量の細菌試料に蛍光色
素 resazurin を一定時間作用させ、代謝の結
果産生される還元力による蛍光発色を蛍光
分光光度計にて測定し、経時的変化を観察す
ることで、代謝活性の測定、評価を行ってき
た。 
実際のプラークの代謝活性の為には、採取

量がごく少量となるため、従来の測定手法を
より高感度化する必要があった。そのため測
定時間の設定や最低必要量の模索を含め、そ
の適切な手法を検討した。 
また、代謝基質としては、糖のほか、アミ

ノ酸、タンパク質ペプチド等を対象とした。 
 
（３）確立した手法を用いた、各種条件下で
のプラーク代謝活性の検討 
 
これら確立した手法を用いて、同一口腔内

の各種部位より採取したプラーク間で代謝
活性に違いがあるのかを検討した。 
採取部位は平滑面と隣接面、前歯部と臼歯

部、舌苔とした。 
また被験者の口腔内の有病状況のデータ

を基に、それらとの相関性などについても検
討した。 
 さらに、薬剤成分への感受性に関して、個
人差があるのかについても検討を行った。薬
剤成分としては、歯磨き剤や洗口剤中の各種
薬効成分として、フッ化物、クロルヘキシジ
ン、塩化セチルピリジニウムを用いた。 
これらの各種薬効成分などをプラーク試

料に作用させ、その代謝活性への影響を確認
し、代謝的側面からみた薬剤感受性について
も考察した。 
 
（４）CE-TOFMS を用いたメタボローム解析 
 
上記の代謝活性の測定に並行してメタボ

ローム解析も試みた。 
採取した各試料は、通法に従って前処理

（メタノール抽出による代謝産物の抽出、液
液分配による夾雑物質の除去、フィルター処
理による除タンパク）を行った。処理後の試
料を CE-TOFMS で解析し、糖代謝関連代謝産
物、および各種アミノ酸、アミノ酸代謝関連
代謝産物を中心に、網羅的に解析を行い、そ



の変化などを比較することで、代謝活性の上
昇につながった pathway の特定を目指した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)ヒトプラークの代謝活性測定法の確立及
び各種条件下でのプラーク代謝活性の検討 
 
インフォームドコンセントを得た被験者

より、プラークを 5部位（上顎前歯、下顎前
歯、上顎臼歯、下顎臼歯、舌背）から採取し、
これらの試料に、代謝基質として 0.5％
glucose、0.5% tryptone, 10 mM cysteine も
しくは 10 mM arginine）及び 1％ alamarBlue
を加え、37℃での蛍光強度を蛍光分光プレー
トリーダーにて連続的に測定した。さらに、
それぞれの部位より採取した試料に含まれ
る細菌数を細菌カウンター（Panasonic 製）
にて計測した。 
その結果、代謝基質非添加でも、プラーク

バイオフィルム内に含有されている基質の
代謝に由来する蛍光強度の緩やかな増加が
観察されたが、代謝基質を添加すると蛍光強
度が急増したことから、本法によって様々な
基質に由来するプラークによる代謝活性を
測定できることが示された。 
さらに、測定に必要な量をできるだけ減ら

すため、蛍光分光マイクロプレートリーダー
を用いて、できるだけ小さな反応系を用いた
測定手法を模索した結果、現段階で 0.05-0.1 
mg といった極少量のプラーク試料でも代謝
活性測定が可能であることを示すことがで
きた。 
さらに、測定された代謝活性は、単位細菌

数当たりで採取部位間、個人間、採取日間に
より、最大で約 10 倍異なる事例も確認され
ており、実際のヒトプラークバイオフィルム
の代謝活性に関する研究においては、これら
の変動を考慮した上で評価する必要がある
ことが示唆された。 
 また、一部薬剤（フッ化物や CPC などを含
む含嗽薬）の使用前後に採取したプラークの
代謝活性に、違いが観察されるかを確認した
ところ、個人間で大きな違いが見られ、あま
り変化のないケースも見られた。個人毎に、
薬剤の効果が異なることが考えられ、オーダ
ーメイド医療と同様の考え方で、このような
日常使用の薬剤に置いても、その使用効果に
個人差があることを念頭に置く必要が示唆
された。 
これまでに得られているプラークの代謝

に関する知見の多くは、代表的な口腔内細菌
を培養したものを用いて行われてきた代謝
研究で得た知見をプラークの代謝とみなし
てきたものがほとんどであるが、今回確立し
た手法は、実際のヒトプラークを用いてその
代謝活性を測定できることから、これまでわ
からなかった新たな知見の発見に寄与でき
る可能性が大いにあると考えている。 

また、薬剤による代謝の影響についても、
これまでの代表的な口腔細菌を用いている
こと、また、菌の死滅を目指すという視点で
行われていることが多かったが、本手法では
様々な菌の混合である実際のプラークに対
し、代謝のみを抑えればよいという別視点で
の研究展開を新たにもたらすものであり、場
合によっては、個人により、より適切な濃度
で使用することを推奨することや、より低濃
度での使用で効果を得られる可能性があれ
ば、生体に優しい新たな薬剤使用方法の提案
にも寄与できる可能性があると考えている。 
 
 
(2)CE-TOFMS を用いたメタボローム解析 
 
実際に採取したヒトプラーク内の代謝中

間体を実際に検出できることは、これまで
我々の研究室で確立してきたが、今回、その
検出対象を広げ、糖代謝だけでなくアミノ酸
代謝でも可能かどうかの確認を試みた。 
その結果、グルタミン、グルタミン酸、ア

スパラギン、アスパラギン酸、アルギニン、
システインなどのアミノ酸を代謝した際に、
各種代謝中間体及び最終代謝産物量に変動
が見られ、これらのアミノ酸が、ヒトプラー
クにより実際に利用されることが示唆され
た。また、各種代謝中間体、最終代謝産物の
変動データを基に、代謝経路を検討したとこ
ろ、これまで代表的な口腔細菌を用いて予測
されてきた代謝経路が、実際にヒトプラーク
内で働いていることが示唆された。 
しかし、今回の実験では採取したプラーク

を in vitro で代謝したデータを示している。
最終的にはこれらのアミノ酸溶液による含
嗽前後のプラークで、各種代謝産物の検出量
の違いを検討したいと考えていたが、当該研
究期間中に明らかな結果を示すには十分な
データが得られなかったため、これについて
は今後の検討課題とした。 
 
本研究により確立したヒトプラーク代謝

活性リアルタイムモニタングシステムと、ヒ
トプラークのメタボローム解析手法を組み
合わせて、今後もさらに代謝全体の解明を目
指しているところである。 
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